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Titel: Einsatz und Evaluation bildgestützter Verfahren zur Erfassung des Tumor-

ansprechens nach loko-regionären und systemischen Therapien 
 

Autorin: Lynn Jeanette Savic 
 

Abstract Deutsch 

 

Zielsetzung: In den vorliegenden Studien wurden bildgestützte Verfahren zur Erfassung des 

Tumoransprechens auf lokale und systemische Therapien eingesetzt, modifiziert und als 

Indikatoren für einen Therapieerfolg evaluiert.  

 

Material und Methoden: Kontrastmittel (KM)-verstärkte Magnetresonanztomographie (MRT)-

Bildgebung wurde zur Erfassung der therapeutischen Effekte loko-regionärer Interventionen 

verwendet. Eingeschlossen wurden Patientinnen mit Uterusmyomen (uterine fibroids [UF]) nach 

MRT-gestützter hochintensiver fokussierter Ultraschallablation (MRgHIFU, n=24) oder 

bilateraler Embolisation der Aa. uterinae (UAE, n=25) sowie Patienten/innen mit Leber-

metastasen bei kolorektalem Karzinom (colorectal liver metastases [CLM]) nach intraarterieller 

Tumortherapie (IAT, n=29). Im Vergleich zu manuellen Messungen wurde eine neue semi-

automatische dreidimensionale (3D) Segmentierungstechnik eingesetzt, um das Gesamtvolumen 

(Total Lesion Volume [TLV], cm3) und die KM-Aufnahme (Enhancing Lesion Volume [ELV], 

% und cm3) der Tumoren auf den MRT-Bildgebungen prä- und posttherapeutisch zu 

quantifizieren. Durch Korrelationsanalysen mit dem klinischen Tumoransprechen wurde der 

Vorhersagewert der Bildgebungsparameter untersucht. Für die CLM wurde der prädiktive Wert 

etablierter bildgestützter Kriterien des Tumoransprechens für das Gesamtüberleben vergleichend 

für die Verwendung von 1D, 2D und 3D ermittelten Markern analysiert. Die statistische 

Auswertung beinhaltete lineare Regressionsanalysen, den Wilcoxon t-Test, den Mann-Whitney-

Test sowie eine Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtüberlebens. 

 In einem translationalen Tierexperiment wurden die Effekte des anti-glykolytisch 

wirksamen 3-Bromopyruvat (3-BrPA) in der systemischen Therapie des duktalen Pankreas-

adenokarzinoms untersucht. Die Wirksamkeit von 3-BrPA in einer mikro-enkapsulierten 

Applikationsform wurde in vitro sowie in einem orthotopischen Maustumormodell erforscht und 

durch Lumineszenz-basierte Bildgebungen (ATP-Assay, Biolumineszenzbildgebung) dargestellt. 
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Ergebnisse: Für UF nach MRgHIFU ergab sich eine statistisch signifikante Abnahme des TLV 

nach sechs Monaten, welche über einen Beobachtungszeitraum von 24 Monaten relativ stabil 

blieb. In der Verlaufskontrolle nach UAE waren sowohl TLV als auch ELV in cm3 bei allen 

Patientinnen reduziert, was mit der klinischen Besserung übereinstimmte. Für das Ansprechen 

von CLM nach IAT konnte eine positive Korrelation der quantitativen European Association for 

the Study of the Liver (qEASL)-Kriterien unter Verwendung der 3D ermittelten Parameter mit 

dem Gesamtüberleben gezeigt werden.  

 In vitro und in vivo waren für den Einschlusskomplex von 3-BrPA zytotoxische und anti-

invasive Effekte nachweisbar. Ein reduziertes Signal in der Biolumineszenzbildgebung diente als 

Indikator für den Therapieerfolg im Tiermodell und konnte in histopathologischen Analysen der 

Tumoren bestätigt werden. 

 

Schlussfolgerung: In drei Studien konnte die semi-automatische 3D Quantifizierung des Tumor-

ansprechens angewendet und als akkurat und reproduzierbar validiert werden. Die Bildgebungs-

marker waren in Abhängigkeit von der Interventionsmethode repräsentativ für das klinische 

Therapieansprechen.  

Im translationalen Tumormodell konnte durch die Mikro-Enkapsulierung von 3-BrPA die 

Möglichkeit zur systemischen anti-glykolytischen Tumortherapie gezeigt und die Tumorantwort 

durch Biolumineszenz-basierte Methoden visualisiert werden. 

 

Abstract Englisch 

 

Purpose: The present studies investigated image-based analyses for the assessment of tumor 

response to loco-regional or systemic therapies and evaluated the predictive role of imaging 

parameters for the clinical outcome. 

 

Materials and Methods: The therapeutic efficacy of loco-regional treatments was assessed on 

contrast-enhanced magnetic resonance imaging (ceMRI) scans. Patients with uterine fibroids 

(UF) after MRI-guided high-intensity focused ultrasound ablation (MRgHIFU, n=24) or bilateral 

uterine artery embolization (UAE, n=25) and colorectal liver metastases (CLM) after intra-

arterial therapies (IAT, n=29) were included in the analysis. A novel semi-automatic three-

dimensional (3D) segmentation technique was used to quantify the total (TLV) and enhancing 

lesion volume (ELV) on ceMRI scans before and after treatment. The volumetric imaging 
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markers were compared to subjective manual measurements. Their predictive value for the 

clinical outcome was calculated by correlation analyses. For CLM, imaging-based response to 

treatment was determined using established evaluation criteria with 1D, 2D and 3D assessed 

markers. The statistical analysis included a linear regression model, the Wilcoxon t-Test, the 

Mann-Whitney-Test and a Kaplan-Meier analysis of the overall survival (OS). 

A translational study evaluated the effects of the anti-glycolytic drug 3-bromopyruvate 

(3-BrPA) in a microencapsulated formula for the systemic therapy of pancreatic ductal 

adenocarcinoma. Anti-cancer efficacy was investigated in vitro and in a mouse xenograft tumor 

model and monitored using luminescence-based imaging (ATP-Assay, bioluminescence imaging 

[BLI]). 

 

Results: A reduction of the TLV in UF became apparent six months after MRgHIFU and 

remained relatively stable for the follow-up period of 24 months. After UAE, 3D measurements 

revealed a reduction of TLV and ELV in cm3 in all patients, which correlated well with an 

improvement of symptoms. Regarding CLM after IAT, quantitative European Association for 

the Study of the Liver (qEASL) criteria deploying the 3D assessed parameters were identified as 

predictors of the OS.  

Microencapsulated 3-BrPA exhibited strong cytotoxic and anti-invasive efficacy in vitro 

and in vivo. Reduced BLI signal intensity after treatment indicated tumor response in the animal 

experiments and was confirmed by histopathological ex vivo analyses. 

 

Conclusion: For three different settings, the semi-automatic 3D assessment has proven feasible, 

accurate and reproducible in the quantification of tumor response to treatment. Imaging markers 

appeared to be predictive of the clinical outcome depending on the therapeutic rationale of the 

treatment.  

 The microencapsulation of 3-BrPA represents a pioneering approach for the systemic 

delivery of anti-glycolytic drugs and bioluminescence-based imaging was successfully used to 

visualize tumor response in a translational setting. 
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Zusammenfassung 

 

Einleitung 

Sowohl in der präklinischen als auch in der klinischen Tumorforschung spielen bildgebende 

Verfahren eine entscheidende Rolle in der Erfassung des Tumoransprechens im Anschluss an 

eine Behandlung. In der loko-regionären Tumortherapie werden bildgestützte minimal-invasive 

Interventionen durchgeführt mit dem Ziel, durch Selektivität eine maximale lokale Wirksamkeit 

bei minimaler systemischer Toxizität zu erreichen (1). Wie bei den hier untersuchten Uterus-

myomen (uterine fibroids [UF]) gilt für benigne Neoplasien zumeist eine Symptomreduktion als 

klinisches Zeichen des Tumoransprechens und der Therapiewirksamkeit. Bei malignen Tumoren 

liegt der Endpunkt onkologischer Studien häufig in der Verlängerung des medianen Gesamt-

überlebens (overall survival [OS]). Gerade für dieses Patientenkollektiv ist eine frühe Ein-

schätzung des Therapieansprechens von wesentlicher Bedeutung zur Optimierung der weiteren 

Behandlungsplanung. Bei einer validierten Übereinstimmung von Klinik und Bildgebung 

können Bildgebungsmarker für frühzeitige Erfolgskontrollen nach Therapien eingesetzt werden 

und somit den weiteren therapeutischen Verlauf bestimmen.  

Im klinischen Kontext werden hierfür vorrangig Methoden der Schnittbildgebung wie die 

Computer- (CT) und die Magnetresonanztomographie (MRT) herangezogen. Sie ermöglichen 

eine umfassende Beurteilung der Tumorgröße (Durchmesser, Fläche, Volumen) und können um 

den Einsatz von Kontrastmitteln (KM) für funktionelle Messungen (Anflutung, Perfusion, „wash 

out“) ergänzt und entsprechend gewichtet werden (2).  

In Abhängigkeit von der therapeutischen Prämisse der loko-regionären Intervention, wird 

das Tumoransprechen auf KM-verstärkten MRT-Aufnahmen insbesondere durch eine graduelle 

Volumenreduktion und Änderungen der Vaskularisation repräsentiert (2). Erste etablierte  

Evaluationskriterien des Bild-basierten Tumoransprechens verwendeten ausschließlich uni- (1D) 

oder bidimensionale (2D) anatomische Achsenvermessungen für die Volumenkalkulation (3). 

Demgegenüber berücksichtigen neuere Klassifikationen zusätzlich Veränderungen und Dynamik 

der KM-Aufnahme als Indikatoren für Tumorvaskularisation und -vitalität nach Therapie (3). 

Eine gemeinsame Limitation ergibt sich durch die manuellen Auswertungen und die 

prozentualen visuellen Schätzwerte für das Enhancement. In vereinfachte Volumenformeln 

eingesetzt ergeben diese subjektiven Untersucher-abhängigen Größen unpräzise Näherungs-

werte, die für vergleichende Bildanalysen ungeeignet erscheinen (4).   

 Aufgrund dieser Zusammenhänge sind für eine akkurate Verlaufskontrolle von Tumor-
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volumen und Enhancement zunehmend dreidimensionale (3D) volumetrische Bildanalysen 

gefordert, deren Reproduzierbarkeit und prognostische Aussagekraft eine verlässliche und frühe 

Einschätzung des Tumoransprechens auf die gewählte Therapie ermöglichen (5, 6).  

In drei der vorliegenden Arbeiten wurde deshalb eine neue semi-automatische 3D 

Analyse des Tumoransprechens nach loko-regionärer Therapie auf KM-verstärkten MRT-

Aufnahmen angewendet und auf ihre Praktikabilität, Reproduzierbarkeit und diagnostische 

Genauigkeit untersucht. Durch Korrelation mit dem klinischen Therapieansprechen wurde der 

prädiktive Wert der Bild-basierten Parameter für das klinische Outcome unter verschiedenen 

Bedingungen ermittelt.  

In einer translationalen Wirksamkeitsstudie wurde darüberhinaus die Biolumineszenz-

bildgebung (bioluminescence imaging [BLI]) zur bildgestützten Beurteilung des Tumor-

ansprechens eingesetzt, um in vitro sowie im Maustumormodell für das duktale Pankreas-

adenokarzinom (pancreatic ductal adenocarcinoma [PDAC]) die therapeutische Wirksamkeit des 

anti-glykolytischen Medikaments 3-Bromopyruvat (3-BrPA) in unterschiedlichen Applikations-

formen zu untersuchen. 

 

Material und Methoden 

1) Semi-automatische 3D Quantifizierung des Tumoransprechens nach loko-regionärer Therapie 

1.1) Überblick 

In drei Studien mit unterschiedlichen Patientenkohorten, welche jeweils eine Form der bild-

gestützten loko-regionären Tumortherapie erhalten haben, wurden standardisierte KM-verstärkte 

MRT-Bildgebungen vor und nach Behandlung angefertigt. Anschließend wurden die Aufnahmen 

manuell und  semi-automatisch 3D ausgewertet, um das Tumoransprechen zu quantifizieren.  

 

1.2) Patientenkohorten  

1.2.1) MRT-gestützte hochintensive fokussierte Ultraschallablation bei UF 

24 Patientinnen erhielten eine MRT-gestützte hochintensive fokussierte Ultraschallablation 

(MRgHIFU) zur Therapie bei symptomatischen UF. Vor der Intervention sowie sechs Monate 

nach Therapie wurden die klinischen Leitsymptome wie Menstruationsstörungen und 

abdominelle Verdrängungserscheinungen anamnestisch erfragt. Waren die Symptome zum 

Zeitpunkt der Nachuntersuchung nach MRgHIFU nicht mehr oder reduziert vorhanden, galten 

die Patientinnen als klinische Therapieresponder (R). Bei unverändertem oder verschlechtertem 

Zustand wurden sie als Nonresponder (NR) kategorisiert. Zusätzlich erhielten die Patientinnen 

KM-verstärkte MRT-Untersuchungen des kleinen Beckens nach standardisiertem Protokoll vor 

5



!

(n=24), sowie 24 Stunden (n=19), sechs Monate (n=24), zwölf Monate (n=13) und 24 Monate 

(n=6) nach Therapie. Die Aufnahmen wurden für die anschließende Analyse des Tumor-

ansprechens verwendet.  

 

1.2.2) Embolisation der Aa. uterinae bei UF 

Bei 25 Patientinnen mit symptomatischen UF wurden bilaterale Embolisationen der Aa. uterinae 

(UAE) durchgeführt. Die spezielle Anamnese und ein allgemeiner und gynäkologischer 

Untersuchungsbefund wurden vor dem Eingriff sowie einen Monat und sechs bis acht Monate 

posttherapeutisch erhoben. Der Symptomverlauf wurde für die klinische Kategorisierung in R 

und NR (siehe 1.2.1) verwendet. Standardisierte KM-verstärkte MRT-Bildgebungen erfolgten 

nur bei der zweiten Verlaufskontrolle und wurden für die bildgestützte Erfassung des Tumor-

ansprechens herangezogen. 

 

1.2.3) Intraarterielle Therapien bei Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms 

29 Patienten/innen mit nicht-resezierbaren und Chemotherapie-refraktären Lebermetastasen bei 

kolorektalem Karzinom (colorectal liver metastases [CLM]) wurden mit einer intraarteriellen 

Therapie (IAT) behandelt. Die Patienten/innen erhielten entweder eine konventionelle, Lipiodol-

basierte transarterielle Chemoembolisation (TACE) mit Mitomycin, Cisplatin und Doxorubicin 

oder eine 90Yttrium-Radioembolisation (Y90) (1). Die Patienten/innen wurden klinisch 

untersucht und Laborparameter sowie Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)-

Performance-Status wurden bestimmt. Studienendpunkt war das mediane OS. KM-verstärkte 

MRT-Untersuchungen erfolgten sechs Wochen vor und nach Therapie und dienten als Grund-

lage für die bildgestützte Analyse des Therapieeffekts.  

 

1.3) Semi-automatische 3D Analyse von KM-verstärkten MRT-Bildgebungen 

Die vergleichende Analyse der KM-verstärkten MRT-Aufnahmen vor Therapie und zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Behandlung bildete die Grundlage für die 

Quantifizierung des Tumoransprechens auf die jeweilige Intervention. Behandelt und beobachtet 

wurde bei jedem/r Patienten/in jeweils eine dominante Läsion, die auf der T2-gewichteten MRT-

Sequenz der Voruntersuchung bestimmt wurde. Die Bildanalyse dieser dominanten Läsionen 

erfolgte in T1-gewichteten fettsupprimierten 3D-spoiled-Gradienten-Echo-Sequenzen in der 

arteriellen oder  portalvenösen Phase mit einem Gadolinium-basierten KM.  

Die semi-automatische 3D Bildanalyse erfolgte mit einem Software-Prototypen 

(Medisys, Philips Research, Suresnes, Frankreich) und begann mit der Bestimmung eines 
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initialen Kontrollpunktes innerhalb der Zielläsion durch den Untersucher. Auf der Basis einer 

nicht-euklidischen Radialbasisfunktion erstellte die Software im Folgenden eine 3D Maske des 

Tumors, die anschließend auf allen Schnittebenen durch den Untersucher korrigiert und 

angepasst werden konnte. Sobald diese semi-automatische Segmentierung des Tumors 

abgeschlossen und die Koordinaten der markierten Läsion im MRT-Daten-Set gespeichert 

worden waren, erstellte die Software ein Subtraktionsbild (KM-MRT – nativ-MRT), in das die 

3D Tumormaske transferiert werden konnte. Auf diesem generierten Subtraktionsbild wählte der 

Untersucher manuell einen bestimmten Bereich (region of interest [ROI], 1 cm3) in Gewebe 

ohne KM-Aufnahme (z.B. M. psoas major oder extratumorales Lebergewebe) aus, welcher den 

Schwellenwert für die Kalkulation des sog. Enhancing Lesion Volume (ELV) definierte. Im 

letzten Schritt wurde nun gemäß der Segmentierung das Gesamttumorvolumen (Total Lesion 

Volumen [TLV], cm3) berechnet. Das ELV war definiert als Enhancement, welches den 

Schwellenwert innerhalb der ROI überstieg. Die Kalkulation des ELV beruhte somit auf einer 

Grenzwert-basierten, Voxel-für-Voxel-Analyse des Tumorgewebes, wodurch eine Angabe des 

Enhancements im prozentualen Verhältnis zum TLV sowie in absoluten volumetrischen 

Angaben (cm3) möglich war. Zusätzlich wurde die Distribution der KM-Aufnahme innerhalb der 

analysierten Läsion mit einer individuell normierten Farbskala repräsentiert. In der Anwendung 

bei UF nach MRgHIFU wurde dieses bildgestützte Evaluationsverfahren 3D Response 

Quantification in Uterine Fibroids (3D-RESQU) genannt. 

 

1.4) Manuelle und visuelle Bildanalyse 

Gemäß dem konventionellen Vorgehen zur Bildevaluation ermittelten zwei erfahrene 

Radiologen das Tumorvolumen zusätzlich manuell. Mit elektronischen Kalipern wurden in allen 

drei Ebenen (axial, sagittal, coronar) die größten Ausdehnungen der Läsion gemessen und das 

Volumen durch eine gängige Formel für ellipsoide Volumina (Länge x Breite x Höhe x 0,523) 

errechnet (2). Die Angabe des Enhancement erfolgte als visueller Schätzwert in Prozent des 

Gesamttumorvolumens. Diese Untersucher-abhängigen Werte wurden im Anschluss gegen-

einander abgeglichen und im Sinne eines Methodenvergleichs für die Validierung der semi-

automatischen 3D Quantifizierung herangezogen. 

Für die Verlaufskontrolle der CLM nach IAT wurde das Tumoransprechen auf Basis der 

manuellen Messungen anhand etablierter uni- (1D) und bidimensionaler (2D) Klassifikations-

systeme (World Health Organization [WHO], Response Evaluation Criteria of Solid Tumors 

[RECIST], modified [m] RECIST, European Association for the Study of the Liver [EASL]) 

kategorisiert. RECIST und EASL wurden zusätzlich unter Verwendung der 3D quantifizierten 
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Rohwerte TLV und ELV als volumetrische RECIST (vRECIST) und quantitative EASL 

(qEASL) ausgewertet (3, 5, 7). Zur Erfassung der Gesamtansprechrate (overall response rate 

[ORR]) wurden die Patienten/innen mit partieller (partial response [PR]) oder kompletter 

Remission (complete response [CR]) gemäß der Tumorantwortkriterien als R eingestuft, 

während stabile (stable diesease [SD]) oder progressive Tumoren (progressive disease [PD]) in 

der bildgestützten Verlaufskontrolle zu NR zusammengefasst wurden. Korrelationsanalysen der 

Bild-basierten Evaluationssysteme des Tumoransprechens mit dem medianen OS wurden 

durchgeführt, um die prognostischen Vorhersagewerte zu vergleichen.  

 

1.5) Statistische Analysen 

Die statistischen Analysen beinhalteten den Wilcoxon t-Test für gepaarte, nicht-parametrische 

Proben, um Veränderungen von Bildgebungsparametern über die Zeit zu ermitteln. Für den 

Vergleich der Patientenkohorten (R und NR) wurde der Mann-Whitney-Test für nicht gepaarte, 

nicht-parametrische Größen angewendet. Für die Stratifizierung interindividueller Überein-

stimmung bei den manuell erhobenen Messungen sowie für den Methodenvergleich mit der 3D 

Quantifizierung wurde ein lineares Regressionsmodell erstellt und der Pearson Korrelations-

koeffizient berechnet. Zusätzlich wurden Residualanalysen mit Bland Altmann-Plots erstellt. In 

der Anwendung bei CLM diente der Cohens-Kappa-Koeffizient der Veranschaulichung inter-

individueller Übereinstimmung bei den 3D Messungen und der Stratifizierung anhand klinischer 

R und NR. 

Im Kontext der CLM wurden Kaplan-Meier-Kurven zur Darstellung der Überlebens-

zeiten erstellt. Der prädiktive Wert der Evaluationskriterien in Bezug auf das OS wurde 

außerdem gemäß der Regressionsanalyse nach Cox bestimmt. Eine statistische Signifikanz 

wurde für p<0,05 festgelegt. 

 

2) BLI in der anti-glykolytischen Therapie des PDAC 

2.1) Überblick 

Das alkylierende Pyruvatanalogon 3-BrPA wird durch seine primäre Funktion als Inhibitor des 

Enzyms Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) in der zielgerichteten Tumor-

therapie eingesetzt (8). Es hemmt die als „Warburg-Effekt“ bekannte aerobe Glykolyse in 

Tumorzellen und führt durch eine ATP-Depletion zum Zelltod (8, 9).  

In der vorliegenden Studie wurde der Effekt des anti-glykolytisch wirksamen 3-BrPA in 

mikro-enkapsulierter Form in der systemischen Therapie des PDAC untersucht. Aufgrund der 

alkylierenden Eigenschaften und der daraus resultierenden systemischen Toxizität wurde aus 3-
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BrPA und β-Cyclodextrin (β-CD) ein Einschlusskomplex synthetisiert, dessen therapeutische 

Wirksamkeit sowohl in vitro als auch in vivo in einem orthotopischen Maustumormodell 

analysiert wurde. 

 

2.2) In vitro: zytotoxische und anti-invasive Effekte in PDAC-Zelllinien 

In einer schrittweisen Synthesereaktion erfolgte zunächst die chemische Mikro-Enkapsulierung 

von 3-BrPA in β-CD. Die erfolgreiche Komplexbildung (β-CD–3-BrPA) wurde mittels Kern-

spinresonanzspektroskopie bestätigt. Die PDAC-Tumorzelllinien MiaPaCa-2 (lokal invasives 

Wachstum) und Suit-2 (metastatisches Wachstum) wurden in regulären sowie 3D organo-

typischen Zellkulturen in Normoxie sowie Hypoxie (1% O2) kultiviert. In der 3D organo-

typischen Zellkultur wurde das fibrotische Stroma des PDAC imitiert, indem die Karzinomzellen 

in einem Kollagen-I-Medium suspendiert wurden, welches bei 37°C im Inkubator polymerisierte 

und tropfenförmig in einer 24-Well-Platte aushärtete. 

Die halb-maximalen inhibitorischen Konzentrationen (IC50) wurden Lumineszenz-basiert 

(ATP-Assay; BLI) für freies 3-BrPA, β-CD–3-BrPA, β-CD (Kontrolle) sowie Gemcitabin als 

etabliertes Chemotherapeutikum bei PDAC vergleichend ermittelt. Die MiaPaCa-2-Zellen 

wurden zuvor stabil mit einem Luciferase-Aminoglykosid-Phosphotransferase-Gen transfiziert 

(lucMiaPaCa-2), welches im Anschluss die Bildgebung dieser Zelllinie in der BLI ermöglichte. 

Für die BLI-Messungen wurden die lucMiaPaCa-2-Organoide in der 3D Zellkultur mit Luciferin 

bedeckt. Nach fünf Minuten wurde das Lumineszenzsignal (Photonen/Sekunde/cm2/Steradiant) 

in einer über das Organoid gelegten ROI detektiert. 

Mit Phasenkontrastmikroskopie (PKM), Immunfluoreszenzfärbung (IF), Zymographie 

und Western Blot (WB) für MMP-9 sowie einem Matrigel-Invasionsassay (MIA) wurden zyto-

toxische und anti-invasive Effekte (subletale Dosen) von β-CD–3-BrPA umfassend analysiert.  

 

2.3) In vivo: orthotopisches Maustumormodell für das PDAC 

Um die Wirksamkeit von β-CD–3-BrPA in vivo zu untersuchen, wurde ein orthotopisches Maus-

tumormodell für das PDAC mit lucMiaPaCa-2-Zellen etabliert. Dafür wurde die Zellsuspension 

offen-chirurgisch subkapsulär in den Pankreasschwanz von 42 männlichen athymischen Nackt-

mäusen implantiert. Kleintierultraschall (KTUS) und BLI wurden zur Bestätigung des adäquaten 

orthotopischen Tumorwachstums und als Verlaufskontrolle durchgeführt.  

Die Mäuse wurden randomisiert und in vier Gruppen eingeteilt. Gruppe 1 (n=21) erhielt 

β-CD–3-BrPA, Gruppe 2 (n=7) Gemcitabin, Gruppe 3 (n=7) freies 3-BrPA und Gruppe 4 (n=7) 

β-CD als Kontrolle. Die experimentelle Etablierung der neuen Substanz in Gruppe 1 erforderte 
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eine größere Anzahl an Versuchstieren, um sicherzugehen, dass ausreichend Tiere die applizierte 

Dosis überleben würden. Die jeweilige Behandlung erfolgte für 28 Tage systemisch durch 

tägliche (Gruppe 1, 3, 4) bzw. alternierende (Gruppe 2) intraperitoneale Injektionen. 

Die anti-tumorale Wirksamkeit wurde mittels BLI an Tag sieben, 14, 21 und 28 nach 

Implantation evaluiert. Unter Isofluoran-Gasnarkose erfolgte ca. fünf Minuten nach intra-

peritonealer Injektion des Substrats Luciferin die Messung des Lumineszenzsignals. Der Tumor 

wurde als ROI markiert und die Signalintensität quantifiziert. Nach einer initialen Fotographie in 

Graustufen wurde ein skaliertes Farbbild erstellt, welches die Distribution der Signalintensität 

innerhalb der ROI repräsentierte.  

Im Anschluss an die Euthanasie und Sektion der Mäuse wurden die Tumoren mittels 

histopathologischer und immunhistochemischer Färbungen (IHC) charakterisiert und die Organe 

auf toxische Veränderungen durch die Behandlungen untersucht. Zum Einsatz kamen Häma-

toxylin-Eosin (HE) sowie Proliferations- (Ki67) und Apoptosemarker (gespaltene Caspase-3) 

und Marker für Zielstrukturen von 3-BrPA (Monocarboxylat-Transporter-1 [MCT-1], GAPDH).  

 

Ergebnisse 

1) Semi-automatische 3D Quantifizierung des Tumoransprechens nach loko-regionärer Therapie 

1.1) Manuelle und visuelle Bildanalyse und statistischer Methodenvergleich 

In den linearen Regressionsanalysen ergaben sich korrespondierende manuelle Messungen des 

Gesamtvolumens der UF vor (R2=0,966) sowie sechs Monate nach MRgHIFU (R2=0,879). Auch 

im Vergleich mit der semi-automatischen 3D Quantifizierung zeigte sich eine starke Überein-

stimmung der Messmethoden bezogen auf das Läsionsvolumen in den bildgebenden Vor- und 

Nachuntersuchungen bei MRgHIFU (R2=0,889 und R2=0,917) bzw. UAE (R2=0,964 und 

R2=0,930).  

Demgegenüber ließen die visuellen Enhancementschätzungen auf den Voraufnahmen und 

Verlaufsbildgebungen nach MRgHIFU nur moderate Übereinstimmungen beider Untersucher 

erkennen (R2=0,616 und R2=0,695). Der Vergleich mit den 3D Messungen wies sowohl für die 

UF vor und nach MRgHIFU (R2=0,659 und R2=0,419) als auch für die UF nach UAE 

(R2=0,724) starke Diskrepanzen auf. 

In der konventionellen Bildevaluation der CLM vor und nach IAT ergaben sich sehr gute 

interindividuelle Übereinstimmungen für die Klasiifikationssysteme RECIST (R2=0,93) und 

mRECIST (R2=0,88) sowie eine gute und adäquate Korrelation für EASL (R2=0,83) und WHO 

(R2=0,77).  
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1.2) Semi-automatische 3D Bildanalyse und Korrelation mit dem klinischen Therapieansprechen 

1.2.1) MRgHIFU bei UF 

Aus den Voruntersuchungen ergab sich ein medianes TLV der UF von 263,74 cm3 (30,45–

689,56 cm3) und ein medianes ELV von 210,13 cm3 (14,43–689,53 cm3). Sechs Monate nach 

MRgHIFU war bei der 3D Quantifizierung eine Abnahme des TLV bei 21 Patientinnen (87,5%) 

auf ein medianes TLV von 191,27 cm3 (8,55–791,24 cm3; p<0,0001) zu verzeichnen. Diese 

statistisch signifikante Volumenänderung blieb über den Beobachtungszeitraum von zwölf 

(p<0,001) bzw. 24 Monaten (p=0,047) annähernd stabil. Ein Rückgang des ELV sechs Monate 

nach MRgHIFU war hingegen nur bei 16 Patientinnen (66,6%) messbar. Dieser erwies sich mit 

einem medianen ELV von 158,91 cm3 (8,55–779,61 cm3) im Vergleich zur Voruntersuchung 

nicht als statistisch signifikant (p=0,065) (Abb. 1). Klinische Nachuntersuchungen nach 

MRgHIFU waren für 18 Patientinnen verfügbar, von denen nach sechs Monaten 15 (83,3%) als 

R und drei (16,6%) als NR einzustufen waren. Eine Stratifizierung der Parameter TLV und ELV 

anhand der klinischen Symptome führte zu keinem Ergebnis.  

 
Abb. 1: 3D Quantifizierung des Tumoransprechens von UF  
Beispielhaft dargestellt sind MRT-Aufnahmen einer 44-jährigen Patientin mit symptomatischen UF vor sowie 24 
Stunden, sechs und zwölf Monate nach Behandlung der dominanten Läsion (*) mittels MRgHIFU. Das 
Therapieansprechen wurde bildgestützt durch Anwendung der semi-automatischen 3D Quantifizierung des TLV und 
ELV erfasst. Die ersten beiden Spalten zeigen A) native und B) KM-verstärkte (20 Sekunden, arterielle Phase) 
MRT-Aufnahmen des dominanten UF. C) Anhand der Software-basierten Segmentierung wurde eine 3D Tumor-
maske (rot) erstellt und in das Subtraktionsbild (KM-MRT – nativ-MRT) transferiert. D) Die Farbkodierung 
repräsentiert die Distribution der KM-Aufnahme (blau = minimales bis kein Enhancement; rot = maximales 
Enhancement) innerhalb der dominanten Läsion gemäß der volumetrischen Quantifizierung.  
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1.2.2) UAE bei UF 

Als Ausgangswert wurde ein mittleres TLV von 189 cm3 (5–552 cm3) ermittelt. Die Behandlung 

mit UAE führte bei allen 25 Studienteilnehmerinnen mit UF zu einer signifikanten Reduktion 

des TLV und ELV in cm3 auf Mittelwerte von 116 cm3 (0,6–341 cm3; p<0,01) bzw. 43 cm3 (0,3–

296 cm3; p<0,01). Die Symptomevaluation sechs Monate nach UAE ergab 19 R (76%) und sechs 

NR (24%). Im Gegensatz zu den prozentualen ELV-Angaben (p>0,05) zeigten TLV und ELV in 

absoluten Einheiten (cm3) eine positive Korrelation mit dem klinischen Therapieansprechen. 

Folglich wiesen als klinische R eingestufte Patientinnen ein signifikant kleineres mittleres TLV  

(67 cm3; 0,6–209 cm3; p=0,013) und ELV in cm3 (4,1 cm3; 0,3–19,8 cm3; p=0,025) auf als NR 

(TLV: 204 cm3; 66–341 cm3 und ELV: 75 cm3; 11,91–296 cm3).  

 

1.2.3) IAT bei CLM 

Die Bildevaluation der CLM nach IAT mittels vRECIST ermittelte ausschließlich NR (23 SD 

[79%], sechs PD [21%]). Anhand von qEASL wurden zehn Patienten/innen mit PR als R (34%) 

und 19 Patienten/innen (13 SD [45%], 6 PD [21%]) als NR kategorisiert. Bei allen angewandten 

Evaluationskriterien, die Patienten/innen als R identifizierten (mRECIST, EASL, qEASL), ergab 

sich eine höhere Rate an R nach Y90-Therapie im Vergleich zu TACE. Hinsichtlich des 

medianen OS ergaben sich hingegen keine signifikanten Unterschiede zwischen Y90 (9,3 

Monate; 4,7–10,8 Monate) und TACE (7,1 Monate; 4,2–11,5 Monate; p=0,44). Der Vergleich 

der 3D-basierten Evaluationen vRECIST und qEASL mit den 1D (WHO, RECIST, mRECIST) 

und 2D (EASL) Verfahren zeigte, dass qEASL prädiktiv für das OS war. In der 

Verlaufsbildgebung mittels qEASL identifizierte R hatten eine signifikant längere mediane 

Gesamtüberlebenszeit (9,9 Monate; 5,2–16,5 Monate; p=0,038) als NR (6,9 Monate; 3,3–8,8 

Monate). Von allen untersuchten klinischen Faktoren konnte nur der ECOG-Status als 

prognostisch relevant identifiziert werden, da er mit dem medianen OS korrelierte (p<0,05). 
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2) BLI in der anti-glykolytischen Therapie des PDAC 

2.1) In vitro: zytotoxische und anti-invasive Effekte in PDAC-Zelllinien  

Die IC50-Werte für β-CD–3-BrPA zeigten in beiden Zelllinien im ATP-Assay und in der BLI ein 

vergleichbares Profil wie 3-BrPA, wobei in Hypoxie inkubierte Zellen eine höhere Sensitivität 

gegenüber der Behandlung aufwiesen als normoxisch inkubierte Zellen. Gemcitabin zeigte eine 

schlechtere Wirksamkeit und erreichte auch in höchster Konzentration keinen kompletten 

Zelltod. Unter Hypoxie schien sich die Resistenz der Tumorzellen gegenüber Gemcitabin zu 

verstärken. β-CD als Kontrolle blieb ohne jeden Effekt. 

In der fibrotischen, kollagenhaltigen 3D Zellkultur mit lucMiaPaCa-2-Zellen konnte für 

freies und enkapsuliertes 3-BrPA  mittels BLI eine signifikante Medikamentenpenetration und 

dosisabhängige Wirksamkeit nach einmaliger Behandlung demonstriert werden. Unter 

hypoxischen Bedingungen zeigte sich jedoch ein geringfügig stärkerer Effekt für 3-BrPA im 

Vergleich zu β-CD–3-BrPA. Gemcitabin entfaltete keine signifikante Wirksamkeit in der 3D 

organotypischen Zellkultur. 

Anhand von PKM, BLI und IF wurden morphologische Korrelate der anti-tumoralen 

Wirksamkeit von 3-BrPA in der 3D organotypischen Zellkultur gezeigt. Für subletale Dosen 

konnten in Zymographie, WB und MIA anti-invasive Effekte nachgewiesen werden. 
 
 

2.2) In vivo: orthotopisches Maustumormodell für das PDAC 

In vivo bestätigten KTUS und BLI die erfolgreiche orthotopische Tumorzellimplantation und 

das Tumorwachstum im Mausmodell (Abb. 2). Vor Behandlungsbeginn mit β-CD–3-BrPA 

wurde 5 mg/kg Körpergewicht als sichere Dosis in einer Dosiseskalationsstudie ermittelt. Im 

Vergleich zu Gemcitabin und der Kontrolle (60- bzw. 140-facher BLI-Signalanstieg) inhibierte 

β-CD–3-BrPA das Tumorwachstum (minimaler Anstieg bis Reduktion des BLI-Signals) (Abb. 

2). Die ex vivo Tumoranalyse wies entsprechende zentrale Nekrosen und eine Proliferations-

inhibition auf. Auch die Expressionen von MCT-1 und GAPDH als Zielstrukturen des Stoff-

wechselweges von 3-BrPA waren im Vergleich zur Gemcitabin- und zur Kontrollgruppe 

reduziert. Für die mit β-CD–3-BrPA behandelten Tiere wurde im Gegensatz zu 3-BrPA keine 

letale Toxizität beobachtet.  
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Abb. 2: Anti-glykolytische Therapie des PDAC im orthotopischen Maustumormodell  
Bei 42 männlichen Nacktmäusen wurden lucMiaPaCa-2-Zellen in den Pankreasschwanz implantiert. Das adäquate 
orthotopische Tumorwachstum wurde nach sieben Tagen mittels BLI bestätigt und die systemische Tumortherapie 
wurde begonnen (Tag 1). Hierfür wurden die Mäuse randomisiert und in vier Gruppen eingeteilt: β-CD–3BrPA 
(n=21), 3-BrPA (n=7), Gemcitabin (n=7) und β-CD als Kontrolle (n=7). Dargestellt sind BLI-Aufnahmen einer 
repräsentativen Zahl an Tieren an Tag 28 der Behandlung, die für die statistische Bildanalyse verwendet wurden. 
Die Farbkodierung visualisiert die Signalintensität und -distribution innerhalb der Tumoren. Da freies 3-BrPA zu 
starker systemischer Toxizität führte, standen nicht ausreichend Tiere für eine statistische Bildanalyse zur 
Verfügung. 

Diskussion 

In den vorliegenden Arbeiten wurden Verfahren der bildgestützten Erfassung des 

Tumoransprechens zum einen in der klinischen Diagnostik und zum anderen als Wirksamkeits-

nachweis in einer präklinischen Medikamentenstudie angewendet und auf ihre Genauigkeit und 

den prognostischen Aussagewert untersucht.  

Bisherige 1D und 2D Evaluationen des Tumoransprechens (z.B. WHO, RECIST) 

basieren auf Untersucher-abhängigen manuellen Kaliper-Messungen für die Volumenkalkulation 

und visuellen Schätzungen der KM-Aufnahme. Die mangelnde Reproduzierbarkeit dieser 

Messungen limitiert die Vergleichbarkeit bildgestützter Verlaufswerte und deren Korrelation mit 

dem klinischen Therapieansprechen. Ein Vorteil der Software-basierten Bildanalyse liegt 

deshalb in der semi-automatischen Segmentierung des Tumors, welche eine validierte reprodu-

14



!

zierbare und akkurate Quantifizierung des Gesamtvolumens ermöglicht (5, 6). Im Vergleich zu 

vollständig automatisierten Messungen vereint die semi-automatische Segmentierung die 

Vorzüge von schneller, Software-basierter Bildevaluation und dem klinisch erfahrenen Blick 

eines Radiologen. Anhand der semi-automatischen 3D Quantifizierung von TLV und ELV 

konnte unter verschiedenen klinischen Bedingungen erfolgreich eine präzise und reproduzierbare 

Evaluation der Tumorantwort nach loko-regionären Therapien demonstriert werden. 

Die Parameter TLV und ELV für das Gesamtvolumen und die KM-Aufnahme 

ermöglichen eine adäquate Repräsentation der strukturellen Veränderungen der Tumoren in der 

postinterventionellen Bildgebung. UF zählen zu den häufigsten benignen Tumorentitäten, deren 

Behandlung mit loko-regionären minimal- und non-invasiven Interventionen eine etablierte 

Alternative zu chirurgischen Resektionen darstellt (2, 10). Die MRgHIFU ist eine relativ neue 

Behandlungsstrategie bei UF und in der klinischen Forschung und der praktischen Anwendung 

bisher weniger repräsentiert als die UAE. Als thermisches Ablationsverfahren induziert die 

MRgHIFU eine Koagulationsnekrose und Einschmelzung des Tumors mit gradueller Reduktion 

des Gesamttumorvolumens (10). Ein prognostischer Wert in diesem Behandlungsrahmen ergab 

sich in der vorliegenden Studie insbesondere für das TLV, das gemäß der graduellen Verän-

derungen sechs Monate nach MRgHIFU signifikant reduziert war und somit einen Vorher-

sagewert für das klinische Outcome nahelegte. Auch das ELV war in der Mehrzahl der Patienten 

im Vergleich zur Voruntersuchung reduziert, zeigte jedoch in späteren Verlaufskontrollen einen 

erneuten Anstieg, der mit einer randständigen Zunahme des Enhancements korrelierte (Abb. 1).  

Die Evaluation des Tumoransprechens von UF nach UAE zeigte eine prognostische 

Relevanz insbesondere für die volumetrische Quantifizierung des Tumor-Enhancements. Der 

prädiktive Wert der Bildgebungsparameter TLV und ELV für den Therapierfolg bei UF ergab 

sich somit in Abhängigkeit von der jeweiligen therapeutischen Intervention. Im Gegensatz zu 

MRgHIFU ist das Behandlungsziel der UAE die komplette Devaskularisation der UF. Initial 

stehen deshalb Nekrose und eine verminderte KM-Aufnahme nach Embolisation im Vorder-

grund (2). Das ELV in cm3 stellte in diesem Zusammenhang in der vorliegenden Studie eine 

geeignete Repräsentation der irreversiblen Infarzierung infolge der Devaskularisation dar und 

könnte als früher Marker des Therapieansprechens geeignet sein. Die präzise volumetrische 

Kalkulation in absoluten Werten wird durch die Dreidimensionalität der Quantifizierung von 

TLV und ELV ermöglicht, sodass auch asymmetrische Nekrosen und komplexe Tumor-

morphologien korrekt erfasst werden können. Da in den vorliegenden Studien die manuellen 

Volumenmessungen eine gute Korrelation mit den 3D gemessenen TLV-Werten aufwiesen, 

konnte das Software-basierte TLV in allen drei Studien bestätigt und für die Quantifizierung des 
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ELV validiert werden. Für die visuellen Schätzungen des Enhancement als prozentualer Anteil 

des Tumorvolumens wurden große interindividuellen Abweichungen sowie zumeist eine starke 

Diskrepanz im Vergleich zu 3D quantifizierten ELV-Werten festgestellt. Diese Ergebnisse 

unterstreichen die mangelhafte Präzision der herkömmlichen Evaluationsmethoden für eine 

vergleichende Verlaufskontrolle und veranschaulichen gleichzeitig den Vorteil einer 3D 

Quantifizierung des ELV in absoluten Werten (cm3). Das ELV in cm3 kann als valider 

Verlaufsparameter für das Enhancement auch dann dienen, wenn sich postinterventionell das 

Tumorvolumen graduell verändert und prozentuale Angaben des Enhancements dadurch 

verfälscht würden.  

Durch die Patienten-bezogene Positionierung der ROI in hypointensem Gewebe (z.B. M. 

psoas major, extratumorales Lebergewebe) wurde ein individueller Schwellenwert zur Berech-

nung des ELV bestimmt. Anhand dieses Referenzwertes konnte das ELV auf dem subtrahierten 

MRT-Datensatz innerhalb des TLV Voxel für Voxel berechnet werden. Der Subtraktionsschritt 

verhinderte zusätzlich, dass imitiertes, falsch-positives Enhancement z.B. durch Hämorrhagien 

in die Kalkulation des Enhancements miteinbezogen wurde. Somit war sichergestellt, dass nur 

tatsächlich KM aufnehmendes Tumorgewebe in die Quantifizierung des ELV eingeht.  

In der Therapie des kolorektalen Karzinoms stellen Katheter-basierte IAT bei 

fortgeschrittener Erkrankung und CLM eine Option zur Verlängerung des OS dar (1). mRECIST 

und EASL sind in diesem Kontext etablierte Evaluationskriterien zur Beurteilung der 

Tumorantwort nach IAT (3, 7). Obwohl ursprünglich nur für das hepatozelluläre Karzinom 

(HCC) validiert, werden sie auch bei metastatischen Neoplasien extrahepatischer Primarien in 

der Leber angewendet (11). Im Gegensatz zu diesen 1D und 2D Kriterien zeigte sich die 3D 

volumetrische qEASL-Klassifikation bei der Evaluation der Tumorantwort nach TACE und Y90 

in der vorliegenden Studie als früher Prädiktor für das OS.  

Insgesamt ist es in dieser klinischen Studienserie gelungen, für verschiedene Tumoren 

und ihre loko-regionäre Behandlung die semi-automatische 3D Quantifizierung von TLV und 

ELV für die Evaluation des Tumoransprechens zu validieren.  

Eine Limitation ergibt sich bei allen drei Studien durch die relativ kleinen 

Patientenkollektive. Relativ große Abbruchquoten sowie der Ausschluss von Patienten/innen 

aufgrund unvollständiger Dokumentation oder Verlaufskontrollen können dem retrospektiven 

Studiendesign und dem vorzeitigen Teilnahmeabbruch aufgrund klinischer Symptombesserung 

geschuldet sein. Auch für eine elaboriertere Stratifizierung klinischer Beschwerden im Kontext 

der UF werden prospektive Studien benötigt. Eine weitere Limitation der Messergebnisse bei UF 

stellt die fehlende histopathologische Validierung dar, die für loko-regionäre Therapien in der 
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Leber bereits erfolgt ist (6). Bei der Evaluation des Tumoransprechens ist zu berücksichtigen, 

dass in den vorliegenden Studien bei den Patienten/innen mit multiplen Läsionen jeweils die 

größte abgrenzbare dominante Läsion für die loko-regionäre Therapie selektiert und als Surrogat 

für das gesamte Tumoransprechen ausgewertet wurde. Da in der klinischen Praxis die Messung 

einer ausgewählten Läsion stellvertretend für weitere vorhandene Läsionen praktikabel und 

gängig ist, erscheint die besonders präzise und aussagekräftige Auswertung dieser dominanten 

Läsionen durch die semi-automatische Quantifizierung umso bedeutsamer. 

Während bei loko-regionären Interventionen methodisch-bedingt eine selektive 

Tumorbehandlung ermöglicht wird, setzen aktuelle Ansätze zur Maximierung der Selektivität in 

der medikamentösen Tumorbehandlung insbesondere auf den Einsatz molekularer zielgerichteter 

Therapeutika. Die Grundlage dafür stellt die fortschreitende Charakterisierung der sog. 

„Hallmarks of Cancer“ dar. Hierzu zählt auch die metabolische Alteration maligne 

transformierter Zellen hin zu einer sauerstoffunabhängigen Glykolyse im Sinne des „Warburg-

Effekts“ (9).  

Eine vielversprechende Substanz in der anti-glykolytischen Tumortherapie ist 3-BrPA, 

welches in der vorliegenden Studie für die Therapie des PDAC untersucht wurde (8). Das PDAC 

schien deshalb besonders geeignet, weil es eine stark glykolyse-abhängige Tumorentität mit 

fibrotischem und hypoxischem Tumormilieu darstellt (12). Im Gegensatz zu neuroendokrinen 

Pankreastumoren weist das PDAC durch eine breite Chemoresistenz und frühes metastatisch 

invasives Wachstum eine sehr schlechte Prognose auf (13, 14). Die Charakteristika des PDAC 

wurden bereits in vitro durch eine duale Versuchsausführung unter normoxischen und 

hypoxischen Bedingungen sowie die Etablierung einer kollagenhaltigen 3D organotypischen 

Zellkultur besonders repräsentiert. Ein wesentlicher Schritt der translationalen Forschung war 

jedoch der Übergang zum Tierexperiment. In einem orthotopischen Maustumormodell für das 

PDAC wurde der Therapieeffekt von 3-BrPA bildgestützt analysiert. Für diese wöchentlichen 

Verlaufskontrollen wurde die etablierte Methode der BLI gewählt (Abb. 2). Als molekulares 

Markierungsverfahren ermöglichte die BLI eine selektive funktionelle Darstellung der markier-

ten Tumorzellen und eignete sich als Untersucher-unabhängige Analyse besonders für eine 

standardisierte Verlaufsbeurteilung. Im Gegensatz zu den sequenziellen MRT-Bildgebungen der 

klinischen Studienserie wurden bei der BLI keine Schnittbilder angefertigt und eine 3D Quantifi-

zierung war somit nicht möglich. Überlagerte, addierte Lumineszenzsignale konnten dennoch für 

eine grobe volumetrische Einschätzung des Tumors herangezogen werden und die Messung der 

Photonenemission erlaubte einen semi-quantitativen Vergleich der Behandlungsgruppen.  
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Erfolgreiche präklinische Wirksamkeitsstudien mit 3-BrPA haben bereits den Weg für 

klinische Studien gebahnt, welche die intraarterielle Applikation bei  HCC untersuchen und 

somit auf mehreren Ebenen die Behandlungsselektivität erhöhen (15). Einem erweiterten 

Transfer in die Klinik stand bisher die gefürchtete systemische Toxizität von 3-BrPA durch 

nicht-selektive Alkylierung entgegen. In dieser Studie wurde deshalb erstmals erfolgreich eine 

nanotechnologische Enkapsulierung von 3-BrPA vorgenommen, um das Risiko einer unspezi-

fischen Reaktivität zu senken und 3-BrPA der systemischen Applikation zugänglich zu machen. 

Der Einschlusskomplex zeigte im Vergleich zum freien 3-BrPA keine Wirksamkeitseinbußen 

und verhinderte in vitro sowie im Maustumormodell im Gegensatz zu Gemcitabin eine 

Progression des Tumorwachstums. Die Ergebnisse der bildgestützten Verlaufskontrolle mittels 

BLI zeigten eine Signalreduktion des Tumors bis zur völligen Auslöschung (Abb. 2), was 

sowohl makroskopisch als auch histologisch und immunhistochemisch validiert werden konnte.  

In dieser Studie wurde somit die Möglichkeit einer systemischen Applikation von 3-

BrPA in mikro-enkapsulierter Form zur anti-tumoralen Therapie aufgezeigt. Aufgrund der 

starken zytotoxischen und anti-invasiven Effekte von β-CD–3-BrPA bei gleichzeitig ausge-

wogenem Toxizitätsprofil sind Studien zur klinischen Anwendung bei Patienten/innen mit 

PDAC in Betracht zu ziehen. 

Zusammenfassend konnte in den vorliegenden Studien gezeigt werden, dass die 

quantitative Auslesung von Bildgebungsdaten insgesamt eine präzise und aussagekräftige 

Beurteilung des Tumoransprechens nach unterschiedlichen Therapien ermöglicht. Im Vergleich 

zu qualitativen Analysen konnten die 3D ermittelten quantitativen Bildgebungsmarker als 

geeignetere Parameter für vergleichende Verlaufsmessungen und die Einschätzung des 

klinischen Therapieerfolges validiert werden.    
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Zusatzmaterial 1 

Tumor Segmentation / vRECIST 

In order to optimize the accuracy of the tumor segmentation, a systematic approach was used to 

determine the imaging sequence to be used for segmentation. The following describes the approach 

and then information on the segmentation software itself is provided. A semi-automatic 3D 

segmentation of the tumor was performed using a multi-phasic ceMRI sequence obtained just prior 

to surgical therapy. The segmentation was performed on multi-phasic ceMRI that includes arterial 

(20 sec) and portal-venous (70 sec) phases. The portal-venous phase was chosen over the arterial 

phase because mCRC lesions to the liver are known to show a delayed in enhancement pattern [43]. 

Furthermore, all patients included in the analysis demonstrated much better enhancement in the 

portal-venous phase. The tumor segmentation was performed using an in-house software (Medisys, 

Philips Research, Suresnes, France). This software uses non-Euclidean geometry and theory of 

radial basis functions which allows the segmentation of 3D objects with straight edges and corners 

[23]. The algorithm creates image-based masks located in a 3D region whose center and size is 

defined by the user, yielding the nomenclature “semi-automatic”. After identifying an initial control 

point, the user can interactively expand or contract the 3D mask. Adjustments of the overall 3D 

volume of the mask can be interactively performed by placing additional control points. The shape 

and the spatial localization of the final 3D segmented mask (Figure 1, C and D) is registered to the 

coordinates within the MRI dataset and– upon image registration – may be applied to other MRIs of 

the same patient. With the 3D nature of the segmentation, the tumor volume can be directly 

calculated (vRECIST). 

qEASL Technique 

In order to calculate the qEASL values, the following steps were performed: 

1) The pre-contrast MRI scan was subtracted from the portal-venous phase scan in order to remove

background enhancement [26]. This step is of particular importance to achieve an accurate

assessment of lesions with hemorrhagic necrosis and helps mitigate false-positive enhancement

from contrast-enhancement.

2) The 3D segmentation mask from the portal-venous phase ceMRI was transposed onto the

subtracted image set from above.
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3) A 3D ROI of 1cm3 was placed into extra-tumoral liver parenchyma – if possible, within the

ipsilateral lobe of the lesion - of the subtracted image set in order to calculate the relative

enhancement values within the tumor volume as a reference for normalization (Figure 2, E and

F). Of note, ROIs were placed at a level on which the lesion had its largest diameter. The

placement was carefully performed to avoid any adjacent main branch blood vessels, the

gallbladder, liver periphery, and motion artifacts.

Additional information on the selection of ROIs is provided below (Supplement – section 3).

4) A threshold based on image enhancement defined viable tumor tissue as voxels within the 3D

mask where the enhancement exceeded the average + 2 SD value of the ROI. Additional

information on the calculation of the ROI based threshold is provided below (Supplement –

section 3).

5) To estimate tumor enhancement according to qEASL, enhancing regions of the tumor (voxels

with enhancement greater than the ROI threshold) were assumed to be largely viable [12] and

expressed in cm3.

6) A normalized color map overlay on the portal-venous phase MRI scan was used to demonstrate

regional tumor enhancement heterogeneity (Figure 2, E and F; with red representing maximum

enhancement / viable tumor and blue representing no enhancement, below the threshold /

necrotic tumor tissue) [20]. Additional information on color coding is provided below

(Supplement – section 3).

Definition of the ROI and Color coding 

As opposed to fully automated segmentation techniques, a semi-automated approach allows the 

combination of software-based image processing with manual adjustments by a radiological reader. 

The goal of the ROI selection in this study was to achieve an intuitive approach, resembling the gold 

standard of a radiological reading. Practically, a radiological reader compares enhancement 

properties of the tumor with the non-tumoral liver tissue rather than extra-hepatic tissue. Several 

ROI localizations (including extra-hepatic ROIs within non-enhancing soft tissue, e.g. Psoas 

muscle) were considered, however, they appeared to be counter-intuitive and failed to provide 

consistent results. The heterogenous enhancement patterns seen in some patients were taken into 

account when selecting the localization of an ROI. Accordingly, ROIs were placed within visually 

non-enhancing tissue on the post-subtraction portal-venous phase scan. Furthermore, in order to 
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avoid corrupted ROIs within focally inhomogeneous liver tissue, signal intensity statistics were 

calculated for every 3D (1cm x 1cm x 1cm = 1cm3) ROI with the goal of achieving a maximum of 

signal homogeneity. This was performed as follows:  

1) A 1cm3 ROI was placed in a localization as described above (non-enhancing extra-tumoral

areas)

2) The software provided the minimum and maximum voxel brightness values within the cubic

ROI. The numeric output was in patient-specific arbitrary units (AU) for each ROI. The software

furthermore calculated the mean brightness value (MBV), standard deviation (SD) as well as the

coefficient of variation (CV). Empirically, a CV of less than 30% was seen as acceptable, while

a CV greater than 30% was rejected leading to ROI repositioning.

3) The MBV ± 2 SD was selected as a cutoff (threshold) with all values above seen as real contrast

enhancement. For qEASL, areas greater than the threshold (enhancing) were categorized as

viable.

4) Based on the selected ROI and the MBV, a patient-specific (normalized) 3D color map was

overlaid onto the tumor tissue enclosed by the segmentation mask. For qEASL, the color blue

was identified as areas with equal / lower signal intensity as the MBV ± 2 SD, while all signal

exceeding this value was coded as an equally distributed histogram of tissue enhancement. The

range of enhancement in AU was coded in color shades (aqua - yellow – red) with red

representing the maximum signal intensity for a particular patient.
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Zusatzmaterialien 1-3  

 

Zusatzmaterial 1 
 

  

Figure 1-Supplemental: Transmission Electron Microscopy image of β-CD-3-BrPA 

complex.  

TEM micrograph of  microencapsulated BrPA in b-CD shows no discernable particles.  
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Zusatzmaterial 2 

 

 
 

Figure 2-Supplemental: Effects of 3-Bromopyruvate in 3D Organotypic Cell Culture. 

Homogenous embedding of lucMiaPaCa-2 cells (A) and Suit-2 cells (B) into the collagen I-

matrix was confirmed by phase-contrast microscopy (Day 1). 3D Organotypic Cell Cultures 

were incubated under normoxic conditions and treated with 3-BrPA cumulatively three times on 

alternate days. Phase-Contrast Microscopy and Bioluminescence Imaging (the latter only for 

MiaPaCa-2 cells) were performed on Day 6 to evaluate effects on cell morphology and viability. 

Immunofluorescence staining of F-actin (red) and Cleaved Caspase-3 (red) were done in 

cryosections of the 3D Organotypic Cell Culture. DAPI (blue) was used as nucleic acid 

counterstain.  
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Zusatzmaterial 3 

 

 
 

Figure 3- Supplemental: Analysis of Treatment-related Toxicity.  

Treatment-related toxicity was observed in all animals and the occurrence of death was recorded 

in each group. According to the Kaplan-Meier plot (A), animals treated with 3-BrPA 

demonstrated the highest rate of treatment-related toxicity leading to the loss of 5/7 animals at the 

end of the experiment. The vehicle-control (β-CD) did not demonstrate any treatment-related 

toxicity and was inert when given intraperitoneally (A). Upon completion of the experiments, all 

animals were sacrificed and exploratory necropsies were performed in order to extract organs and 

to assess potential damage. No organ toxicity (tissue damage) was observed for β-CD-3-BrPA, 

when compared with the inert vehicle (B).  
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Seine stete fachlich-kompetente sowie motivierende Unterstützung und die produktive 

Zusammenarbeit weiß ich sehr zu schätzen. Herr Dr. Chapiro stand mir jederzeit für konstruktive 

und zielführende Gespräche zur Verfügung. Sein Ideenreichtum und seine kameradschaftliche 

Hilfsbereitschaft haben mich in meinen wissenschaftlichen Vorhaben immer gestärkt. 

 

Bei Herrn Prof. Dr. Rolf W. Günther möchte ich mich herzlich für den großzügigen Beitrag 

seiner Stiftung bedanken. Das Stipendium für den Forschungsaustausch sehe ich als ehrenvolle 

Auszeichnung meiner Arbeit. 

 

Herrn Prof. Dr. Bernd Hamm gilt mein besonderer Dank für sein Interesse an meiner 

Forschungstätigkeit und seine stete Bereitschaft, meinen wissenschaftlichen Fortschritt 

bestmöglich zu unterstützen. 

 

Mein größter Dank gilt meiner Familie und insbesondere meinen Eltern, die mir meine bisherige 

Ausbildung und den Forschungsaustausch ermöglicht haben. Meine Familie hat mit fruchtbaren 

Diskussionen und motivierenden Worten an richtiger Stelle meine Arbeit reflektiert und meine 

Entschlossenheit und Zielstrebigkeit geprägt. Durch ihr Vertrauen in meine Vorhaben und die 

umfassende Förderung haben meine Eltern mich immer mit größtmöglicher Unterstützung 

begleitet, wofür ich mich sehr bedanken möchte. 
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